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Apstrakt
Uvod/Cilj. Klasične metode za detekciju mikobakterija,
kao što je detekcija acido-rezistentnih bacila mikroskopira-
njem i njihova izolacija na kulturi, imaju nisku osetljivost
i/ili specifičnost ili se rezultat mora čekati nekoliko nedelja.
Molekularne metode, naročito one koje se baziraju na um-
nožavanju nukleinskih kiselina, brze su dijagnostičke meto-
de, ujedno i jako osetljive i specifične. Cilj ovog rada bio je
da se odredi koliko je Cobas Amplicor Mycobacterium tuberculosis
polymerase chain reaction (CA-PCR) test koristan u detekciji uz-
ročnika tuberkuloze iz respiratornih i nerespiratornih uzora-
ka. Metode. Uzorci su dekontaminirani primenom N-acetil-
L-cistein-NaOH metode. Od obrađenog uzorka, 500 µL je
inokulisano na Löwenstein-Jensen (L-J) podlogu, 1 kap je
korišćena za detekciju acidorezistentnih bacila (ARB), a 100
µL za CA-PCR, koji je rađen po uputstvu proizvođača. Re-
zultati. Ispitano je 110 respiratornih i 355 nerespiratornih
uzoraka. Na osnovu dobijenih rezultata, revidiranih prema
istoriji bolesti, kada se rezultati nisu podudarali, osetljivost,
specifičnost, pozitivna prediktivna vrednost i negativna pre-
diktivna vrednost CA-PCR testa u odnosu na kulturu izno-
sili su  83%, 100%, 100% i  96,8%, redom. Kod nerespira-
tornih uzoraka ove vrednosti bile su 50%, 99,7%, 87,5% i
98%. Inhibitori PCR reakcije bili su prisutni kod 2,8% respi-
ratornih i 7,6% nerespiratornih uzoraka. Zaključak. CA-
PCR pouzdan je test koji omogućava lekarima kliničarima
da na osnovu pozitivnog rezultata rano otpočnu primenu
antituberkulozne terapije. Na nižu osetljivost testa kod nere-
spiratornih uzoraka uticali su uzorci sa jako malim brojem
mikobakterija.
Ključne reči:
mycobacterium tuberculosis; polimeraza, reakcija
lanaca; osetljivost i specifičnost.
Abstract
Background/Aim. Traditional methods for detection of my-
cobacteria, such as microscopic examination for the presence of
acid-fast bacilli and isolation of the organism by culture, have
either a low sensitivity and/or specificity, or take weeks before a
definite result is available. Molecular methods, especially those
based on nucleic acid amplification, are rapid diagnostic meth-
ods which combine high sensitivity and high specificity. The aim
of this study was to determine the usefulness of the Cobas Am-
plicor Mycobacterium tuberculosis polymerase chain reaction (CA-
PCR) assay in detecting the tuberculosis cause in respiratory and
nonrespiratory specimens (compared to culture). Methods.
Specimens were decontaminated by the N-acetyl-L-cystein-
NaOH method. A 500 µL aliquot of the processed specimen
were used for inoculation of Löwenstein-Jensen (L-J) slants, a
drop for acid-fast staining, and 100 µL for PCR. The Cobas
Amplicor PCR was performed according to the manufacturer`s
instructions. Results. A total of 110 respiratory and 355 non-
respiratory specimens were investigated. After resolving discrep-
ancies by reviewing medical history, overall sensitivity, specific-
ity, and positive and negative predictive values for CA-PCR as-
say compared to culture, were 83%, 100%, 100%, and 96.8%,
respectively. In comparison, they were 50%, 99.7%, 87.5%, and
98%, respectively, for the nonrespiratory specimens. The inhi-
bition rate was 2.8% for respiratory, and 7.6% for nonrespira-
tory specimens. Conclusion. CA-PCR is a reliable assay that
enables specialists to start treatment promptly on a positive test
result. Lower value for specificity in a group of nonrespiratory
specimens is a consequence of an extremely small number of
mycobacteria in some of them.
Key words:
mycobacterium tuberculosis; polymerase chain
reaction; sensitivity and specificity.
Uvod
Među oboljenjima koja izazivaju bakterije, tuberkulo-
za ima najveći mortalitet
 1. Od nje svake godine u svetu
umire preko 2 miliona ljudi, a 8 miliona je novoobolelih
 2.
Incidencija tuberkuloze ponovo je u porastu od osamdese-
tih godina dvadesetog veka. Neki od razloga su pojava i ši-
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(M. tuberculosis) 
 3, 4 i povećani broj osoba inficiranih HIV-
om
 5, 6.
Rod Mycobacterium obuhvata članove M. tuberculosis
kompleksa i još preko 80 vrsta. Osim vrste M. tuberculosis,
najznačajnijeg i najčešćeg uzročnika tuberkuloze kod ljudi,
članovi kompleksa su i M. africanum, M. bovis, M. microti i
M. canettii koji isto mogu biti patogeni za čoveka.
Tradicionalne mikrobiološke metode za detekciju mi-
kobakterija su mikroskopsko dokazivanje acidorezistentnih
bacila (ARB) nakon bojenja po Ziehl-Neelsenu (Z-N) ili au-
ramin-rodaminom, izolacija kultivacijom na Löwenstein-
Jensen (L-J) podlozi i identifikacija biohemijskim metoda-
ma. Dokazivanje acidorezistentnih bacila je brza dijagnostič-
ka metoda, ali ima nisku osetljivost (45–80%, ili najmanje
10
4 mikobakterija u mililitru uzorka) i specifičnost, zato što
detektuje i atipične mikobakterije, kao i druge acidorezis-
tentne bakterije
 7. Zbog sporog rasta mikobakterija, kultiva-
cija traje 2–8 nedelja, ali je dovoljno da u uzorku bude 10–
100 bacila da bi se detektovali
 7. Radi ovako visoke
osetljivosti, kultivacija se i dalje smatra zlatnim standardom
u dijagnostici tuberkuloze.
Krajem osamdesetih godina za detekciju mikobakterija
počele su da se koriste molekularne metode koje se baziraju
na umnožavanju nukleinskih kiselina, nucleic acid amplifi-
cation (NAA) metode. Jedna od njih je lančana reakcija po-
limeraze, ili polymerase chain reaction (PCR). Prvi komer-
cijalni test kod kojeg se detekcija mikobakterija zasniva na
umnožavanju nukleinskih kiselina, a koji je odobrila za pri-
menu američka Uprava za hranu i lekove (Food and Drug
Administration – FDA) 1995. godine, bio je Amplified
Mycobacterium tuberculosis Direct Test, čiji je proizvođač
Gen-Probe, San Diego
 8. Godinu dana kasnije FDA je odob-
rila i Amplicor Mycobacterium tuberculosis PCR, proizvođa-
ča Roche Diagnostics, Basel. Istovremeno, upotrebljavani su
i drugi slični testovi kod kojih su sami izvođači birali praj-
mere za umnožavanje, a nazivaju se in-house testovi.
Kada se uporede sa ARB mikroskopijom, NAA metode
imaju veću pozitivnu prediktivnu vrednost (preko 95% pre-
ma 50–80% kod ARB) kod ARB pozitivnih uzoraka u sredi-
nama u kojima su atipične mikobakterije često prisutne, kao i
sposobnost da brzo detektuju M. tuberculosis kod 50–80%
ARB negativnih uzoraka pozitivnih na kulturi
 9. U odnosu na
kulturu, NAA metode detektuju prisustvo M. tuberculosis u
uzorcima nekoliko nedelja ranije kod 80–90% bolesnika za
koje se sumnja da imaju tuberkulozu pluća i za koje je to na-
knadno potvrđeno 
9.
U našoj laboratoriji za detakciju M. tuberculosis pri-
menjuje se Cobas Amplicor Mycobacterium tuberculosis
PCR test (CA-PCR). Iako se radi o komercijalnom testu,
razlike u pouzdanosti primene postoje između laboratorija
zbog toga što kompleti ne sadrže standardizovane procedu-
re i reagense za obradu uzoraka. Postupci sa uzorcima to-
kom obrade, kao što je pipetiranje, mešanje, inkubiranje,
centrifugiranje, čuvanje i drugi, takođe doprinose međula-
boratorijskim razlikama, pa se preporučuje da svaka labo-
ratorija odredi karakteristike testa koji primenjuje
 10, 11. Za-
to, cilj ovog rada bio je da se odredi osetljivost, specifič-
nost, pozitivna prediktivna vrednost (PPV) i negativna pre-
diktivna vrednost (NPV) testa koji se u našoj laboratoriji
primenjuje za detekciju M. tuberculosis iz respiratornih i
nerespiratornih kliničkih uzoraka, u odnosu na  rezultate
dobijene pomoću kulture.
Metode
Ispitani su uzorci pristigli u mikrobiološku laboratoriju
u periodu od maja 2005. do novembra 2008. godine. Detek-
cija mikobakterija primenom CA-PCR testa rađena je na za-
htev lekara kliničara. Ukupno, obrađeno je 465 kliničkih
uzoraka, od toga 110 respiratornih i 355 nerespiratornih.
Svi uzorci, osim likvora, dekontaminirani su i koncen-
trovani primenom N-acetil-L-cistein (NALC)-NaOH meto-
de 
12. Obrada je počela tako što su uzorci razblaženi destilo-
vanom vodom do 10 mililitara. Zatim je dodat isti volumen
NALC-NaOH rastvora (4% NaOH, 1,45% Na citrat, 0,5%
NaCl). Mešano je na mešalici 15 minuta i razblaženo steril-
nim 67 mM fosfatnim puferom pH 6,8 do zapremine od 50
mL. Centrifugirano je 15 min na 3 000 × g. Talog je rastvo-
ren u 1 mL istog fosfatnog pufera. Od ovako pripremljenog
uzorka 0,5 mL zasejano je na L-J podlogu, jedna kap nane-
sena je na mikroskopsku pločicu za ARB analizu, a ostatak
je  čuvan na -20º  C do PCR analize, za koju je korišćeno
100 µL pripremljenog uzorka.
Osušen i fiksiran razmaz bojen je auramin-rodaminom.
Slajdovi koji su sadržali acido-rezistentne bacile bojeni su po
Ziehl-Neelsenu radi potvrde
 13.
Podloge L-J sa zasejanim uzorcima inkubirane su na
37° C do osam nedelja. Porast je kontrolisan dva puta nede-
ljno u prve tri nedelje, a zatim jednom nedeljno. Izolati su
identifikovani biohemijskim testovima
 13.
Primenjen je komercijalni CA-PCR test (Roche Molecu-
lar Systems, Inc. Branchburg, USA). Analiza je rađena prema
uputstvu proizvođača. U prvoj fazi rađena je priprema uzoraka
pomoću reagensa koji su sastavni deo kompleta, tako što je
100 µL uzorka pomešano sa 500 µL rastvora za ispiranje i
centrifugirano 10 min na 12 500 × g. Talog je resuspendovan u
reagensu za liziranje. Inkubirano je 45 min na 60° C. Lizirani
uzorak neutralisan je reagensom za neutralizaciju. Po 50 µL
ovako pripremljenog uzorka pomešano je sa istim volumenom
PCR mešavine koja je sadržala nukleotide, prajmere, Taq po-
limerazu, internu kontrolu i uracil N-glikozilazu. Kao negativ-
na kontrola korišćena je destilovana voda koja je dodana u
PCR mešavinu umesto uzorka, a kao pozitivna kontrola DNK
izolovana iz neinfektivnog soja M. tuberculosis. Amplifikacija
i detekcija uzoraka odvijali su se automatski.
Rezultati
Primenom CA-PCR testa analizirano je 110 respirator-
nih i 355 nerespiratornih uzoraka. Najbrojniji respiratorni
uzorci bili su sputumi (77 uzoraka) i bronhijalni aspirati (26
uzoraka), a nerespiratorni urini (196 uzoraka), pleuralni pun-
ktati i izlivi (75 uzoraka) i likvori (38 uzoraka) (tabela 1).
Pleuralni punktati i izlivi svrstani su u nerespiratorne uzorke
zbog toga što nisu među respiratornim uzorcima kod kojih je
predviđena primena CA-PCR testa.Strana 994 VOJNOSANITETSKI PREGLED Volumen 66, Broj 12
Lepšanović Z, et al. Vojnosanit Pregl 2009; 66(12): 992–997.
Upoređivanjem PCR rezultata sa kulturom kod respi-
ratornih uzoraka, pokazano je da je osam uzoraka bilo pozi-
tivno primenom obe metode (tabela 2). Rezultati se nisu po-
klapali kod sedam uzoraka koji su bili PCR pozitivni, a na
kulturi negativni, kao i kod pet koji su porasli na kulturi, ali
su bili PCR negativni ili pokazivali inhibiciju PCR. Preostali
uzorci bili su negativni primenom obe metode. Analizom se-
dam uzoraka koji nisu porasli na kulturi ustanovljeno je da je
kod tri kultura bila kontaminirana, ali je kroz istoriju bolesti
bolesnika čiji su uzorci analizirani ustanovljeno da oni jesu
bolovali i lečeni od tuberkuloze. Za tri uzorka nađeno je da
su drugi uzorci istog bolesnika, iz kojih nije rađena PCR
analiza, bili pozitivni na kulturi. Preostali uzorak pripadao je
pacijentu koji je bio pod antituberkuloznom terapijom u
momentu kada je davao uzorak na analizu. Zbog toga, ovi
uzorci prikazani su kao TBC pozitivni (tabela 3).
Od pet uzoraka koji su bili pozitivni na kulturi, a PCR
negativni, kod dva su porasle samo po tri kolonije, u jednom
su bili prisutni inhibitori PCR, a kod dva su porasle atipične
mikobakterije. Poslednja dva uzorka isključena su iz dalje
analize (tabela 3). Inhibitori PCR bili su prisutni u još dva
uzorka koja su bila negativna na kulturi (ukupno 2,7% respi-
ratornih uzoraka).
Na osnovu promenjenih rezultata (tabela 3), osetlji-
vost PCR testa u odnosu na kulturu kod respiratornih uzo-
raka iznosila je 83%, specifičnost 100%, PPV 100% i NPV
96,8%.
Od 355 analiziranih nerespiratornih uzoraka, četiri su
bila pozitivna primenom obe metode, četiri PCR pozitivna, a
na kulturi negativno i osam PCR negativnih, a na kulturi po-
zitivnih (tabela 4).
Tabela 1
Analizirani uzorci, pozitivni rezultati i inhibicija polymerase chain reaction (PCR)
Klinički uzorci Broj uzoraka ARB+ Kultura+ PCR+ Inhibicija
[n(%)]
Respiratorni uzorci
sputum 77 9 9 12 1 (1,3)
aspirat bronhija 26 8 3 2 2 (7,7)
bronhoalveolarna lavaža (BAL) 6 1 1 1 0
trahealni aspirat 1 0 0 0 0
Ukupno 110 18 13 15 3 (2,7)
Nerespiratorni uzorci
urin 196 6 4 3 14 (7,1)
pleuralni punkat i izliv 75 1 3 1 6 (8,0)
likvor 38 0 1 0 0
gastrični lavat 10 0 2 0 0
biopsija 8 0 0 0 1 (12,5)
stolica 7 2 0 1 5 (71,4)
ascit 6 1 1 0 1 (16,6)
punkcija promene 4 0 0 1 0
izliv i punk. perikarda 3 0 0 0 0
abdominalni punktat 3 0 0 0 0
dren 2 2 1 2 0
bris rane 1 0 0 0 0
peritonealna tečnost 1 0 0 0 0
punktat zgloba kuka 1 0 0 0 0
Ukupno 355 12 12 8 27 (7,6)
Ukupno 465 30 25 23 30 (6,4)
Tabela 2
Respiratorni uzorci: rezultati polymerase chain reaction (PCR)
analize i kulture
Respiratorni uzorci kultura PCR pozitivni negativni Ukupno
Pozitivni 8 7 15
Negativni 4 88 92
Inhibicija 1 2 3
Ukupno 13 97 110
Tabela 3
Respiratorni uzorci: izmenjeni rezultati na osnovu istorije bolesti
Respiratorni uzorci TBC PCR pozitivni negativni Ukupno
Pozitivni 15 0 15
Negativni 2 88 90
Inhibicija 1 2 3
Ukupno 18 90 108
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Od četiri uzorka koja nisu izrasla na kulturi, kod dva je
kultura bila kontaminirana. Na osnovu drugih uzoraka istih
bolesnika ustanovljeno je da ova dva, kao i još jedan uzorak
koji nije porastao na kulturi, pripadaju bolesnicima koji su
bolovali od tuberkuloze. Ova tri uzorka prikazana su kao
TBC pozitivna (tabela 5). Preostali uzorak iz ove grupe bio
je jedini uzorak bolesnika čije dalje eventualno lečenje nije
moglo biti praćeno, pa je ovaj uzorak isključen iz dalje anali-
ze (tabela 5).
Analizom osam nerespiratornih uzoraka koji su porasli
na kulturi, ali su bili PCR negativni, pokazano je da je jedan
od njih sadržao atipične mikobakterije i on je isključen iz
dalje analize (tabela 5). Preostali uzorci sadržali su jako mali
broj mikobakterija i na kulturi je porasla samo po jedna ili
nekoliko kolonija.
Inhibitori PCR bili su prisutni kod 27 (7,6%) nerespi-
ratornih uzoraka koji su svi bili negativni i na kulturi.
Na osnovu promenjenih rezultata (tabela 5), osetljivost
PCR testa u odnosu na kulturu kod nerespiratornih uzoraka
iznosila je 50%, specifičnost 100%, PPV 100% i NPV 98%
(tabela 5).
Rezultati CA-PCR testa mogu se uporediti i sa ARB
mikroskopijom. Kod ARB pozitivnih uzoraka, svih 10 PCR
pozitivnih respiratornih uzoraka i jedan sa inhibicijom PCR,
kao i svih šest PCR pozitivnih nerespiratornih uzoraka poti-
cali su od bolesnika koji su bolovali od tuberkuloze. Nijedan
od 11 PCR negativnih nije pripadao bolesniku koji je bolo-
vao od tuberkuloze.
Kod ARB negativnih uzoraka, pet od sedam (71%)
TBC pozitivnih respiratornih uzoraka bilo je detektovano
PCR analizom. Istovremeno, samo jedan od osam (12,5%)
TBC pozitivnih nerespiratornih uzoraka bio je detektovan
PCR analizom.
Diskusija
Primena PCR testova za detekciju M. tuberculosis pos-
tala je rutinska procedura u mnogim mikrobiološkim labo-
ratorijama zbog toga što oni pouzdano detektuju mikobakte-
rije jednu ili više nedelja pre kulture
 14. To omogućava ranije
otpočinjanje adekvatne terapije, redukciju primene fluorohi-
nolona kao empirijske terapije pneumonije koja dovodi do
pojave fluorohinolon rezistentnih M. tuberculosis, brže izle-
čenje bolesnika i efikasnije sprečavanje širenja obolje-
nja
 15, 16. Najnovija istraživanja pokazala su da lekari kliničari
i lekari specijalisti iz oblasti javnog zdravlja imaju sve više
zahteva za PCR analizom i da su rezultati ovih analiza odlu-
čujući faktor za otpočinjanje terapije kod 20–50% bolesnika
sa tuberkulozom u onim sredinama u kojima je molekularno
testiranje rutinska praksa
 15, 17. U najnovijem Vodiču za pri-
menu testova koji se baziraju na amplifikaciji nukleinskih ki-
selina, Centar za kontrolu i prevenciju bolesti (Centre for Di-
sease Control and Prevention – CDC) preporučuje se da se
ovi testovi primenjuju na najmanje jednom respiratornom
uzorku iz svakog bolesnika sa simptomima tuberkuloze plu-
ća, ako ona još nije dokazana i kod kojih će rezultati testa
uticati na postupak lečenja ili kontrole oboljenja
 9.
U našem radu osetljivost primenjenog PCR testa u od-
nosu na kulturu bila je 83% za sve respiratorne uzorke, a
92% samo za sputume. Na osetljivost testa uticali su po je-
dan PCR negativan uzorak sputuma i bronhijalnog aspirata u
kojima je bilo jako malo mikobakterija, tako da su na kulturi
porasle samo po tri kolonije, kao i jedan pozitivan uzorak
bronhijalnog aspirata u kojem su bili prisutni inhibitori PCR
i sprečili amplifikaciju nukleinskih kiselina. Na osnovu ispi-
tivanja više autora, Soini i sar.
 18 navode da je osetljivost CA-
PCR testa u odnosu na kulturu 79,4–91,9% za respiratorne
uzorke. U svom radu Fegou i sar. 
19 primenili su isti komer-
cijalni test za detekciju mikobakterija. Osetljivost testa raču-
nali su za svaku vrstu uzorka posebno, pa je kod Z-N poziti-
vnih sputuma ona bila 73,6%, a kod Z-N negativnih 52,1%.
Najveću osetljivost dobili su kod bronhoskopskih uzoraka,
93,3% kod Z-N pozitivnih i 70% kod Z-N negativnih. U radu
čiji je cilj bio da se evaluira uloga Cobas Amplicor testa za
brzu dijagnostiku plućne tuberkuloze, Lim i sar. 
20 dobili su
osetljivost od 88% u odnosu na kulturu, a Rajalahti i sar. 
21
83%. Slične vrednosti dobili su i autori koji su za detekciju
M. tuberculosis primenili drugi komercijalni NAA test. Kod
Tabela 5
Nerespiratorni uzorci: izmenjeni rezultati na osnovu istorije bolesti
Nerespiratorni uzorci TBC PCR pozitivni negativni Ukupno
Pozitivni 7 0 7
Negativni 7 312 319
Inhibicija 0 27 27
Ukupno 14 339 353
PCR – polymerase chain reaction
Tabela 4
Nerespiratorni uzorci: rezultati polymerase chain reaction (PCR)
analize i kulture
Nerespiratorni uzorci kultura PCR pozitivni negativni Ukupno
Pozitivni 4 4 8
Negativni 8 312 320
Inhibicija 0 27 27
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njih je ukupna osetljivost testa bila 91,7%, odnosno 98,7% za
ARB pozitivne i 62,2% za ARB negativne uzorke 
17.
Visoka osetljivost NAA testova ispoljava se i analizi-
ranjem uzoraka iz bolesnika koji primaju antituberkuloznu
terapiju. Ovakvi uzorci često su PCR pozitivni iako sadrže
nevijabilne bakterije koje ne mogu porasti na kulturi 
19.
Zbog toga, metode amplifikacije ne treba primenjivati na-
kon otpočinjanja antituberkulozne terapije za proveru nje-
nog efekta. U našem radu za jedan uzorak koji je bio PCR
pozitivan, a na kulturi negativan (ARB pozitivan), naknad-
nom analizom ustanovljeno je da je bolesnik već počeo da
prima terapiju.
Test CA-PCR, kao i drugi NAA testovi koji se prime-
njuju za detekciju mikobakterija, sadrži prajmere koji su spe-
cifični za M. tuberculosis kompleks, pa imaju tu prednost da,
za razliku od kulture, ne detektuju atipične mikobakterije. U
našem radu za dva respiratorna i jedan nerespiratorni uzork,
koji su porasli na kulturi i bili PCR negativni, pokazalo se da
su sadržali atipične mikobakterije. Iako su ovi uzorci isklju-
čeni iz statističke analize, ova činjenica potencira specifič-
nost PCR testa. Među ispitanim uzorcima nismo imali lažno
pozitivne rezultate, pa je specifičnost testa bila 100%. Slične
vrednosti za specifičnost istog komercijalnog kompleta do-
bili su i drugi autori 
18, 20, 21. U multicentričnoj studiji kon-
trole kvaliteta kod detekcije M. tuberculosis primenom razli-
čitih NAA metoda, ukupno je bilo 4,3% lažno pozitivnih
uzoraka, što je prikazano kao napredak u odnosu na prethod-
nu sličnu studiju u kojoj je osam od 17 laboratorija negativne
uzorke detektovalo kao pozitivne 
10, 11. Preporučeno je da
treba odvojiti različite korake procedure i sprečiti unakrsnu
kontaminaciju drugim uzorcima.
Nerespiratorni uzorci predstavljaju veliki problem u
dijagnostici tuberkuloze. U našem radu analizirano je 355
nerespiratornih uzoraka na zahtev lekara kliničara, ili 3,2
puta više nego respiratornih. To najbolje ilustruje potrebu za
brzom i specifičnom dijagnostikom tuberkuloze iz ovih uzo-
raka, ali ukazuje i na neadekvatnu selekciju uzoraka i boles-
nika za analizu. Komercijalni NAA testovi za detekciju M.
tuberculosis, namenjeni su samo za respiratorne uzorke. Je-
dan od razloga je taj što se u nerespiratornim uzorcima češće
nalaze inhibitori PCR reakcije. Komplet koji smo mi upotre-
bljavali sadržao je internu kontrolu pomoću koje smo detek-
tovali prisustvo inhibitora kod 2,7% respiratornih i 7,6% ne-
respiratornih uzoraka, pa su oni bili potencijalno lažno nega-
tivni. Najmanje inhibitora bilo je kod sputuma, 1,3%, a naj-
više kod stolica, gde je pet od sedam uzoraka sadržalo inhi-
bitore (tabela 1). Značaj detekcije inhibitora PCR u uzorcima
potenciraju i drugi autori, a procenat uzoraka koji su sadržali
inhibitore bio je sličan kao u našem radu 
10, 21, 22.
U izveštaju o primeni NAA testova za dijagnostiku tu-
berkuloze CDC preporučuje da svaka laboratorija ustanovi
nivo inhibicije i na osnovu toga odluči da li treba rutinski te-
stirati inhibiciju 
8. Test za inhibitore trebalo bi obavezno
primeniti kod ARB pozitivnih uzoraka kod kojih je amplifi-
kacija izostala. Ako se detektuju inhibitori, test amplifikacije
ne može pomoći u dijagnostici iz ovih uzoraka 
9.
Sledeći razlog zbog kojeg su komercijalni kompleti
namenjeni samo za respiratorne uzorke je što su u nerespi-
ratornim uzorcima mikobakterije češće prisutne u malom
broju. Od sedam nerespiratornih uzoraka koje nismo detek-
tovali PCR metodom, kod pet je na kulturi porasla samo po
jedna kolonija, kod jednog pet, a kod jednog 10 kolonija. Fe-
gou i sar. 
19 navode podatak da je granica detekcije za PCR
42 colony forming units (CFU) po uzorku, a proizvođač na-
vodi da je za CA-PCR analitička osetljivost 20 ili više orga-
nizama po reakciji
 18. Na osetljivost PCR u odnosu na kulturu
utiče i nejednaka količina uzorka koja se uzima za analizu.
Prilikom zasejavanja obrađenog uzorka, za kulturu uzima se
500 µL. To je pet puta više nego za PCR (100 µL), pa ne iz-
nenađuje što je kultura često osetljivija. Neravnomernoj ras-
podeli mikobakterija doprinosi i njihovo grupisanje u agre-
gate koji se tokom obrade uzorka često ne razbiju do pojedi-
načnih ćelija
 19. Reischl i sar. 
22 predlažu da se tokom obrade
uzorka, nakon dekontaminacije i koncentrovanja, talog ras-
tvori u fosfatnom puferu koji sadrži 0,5% Tween 80. Na ovaj
način postigli su bolju homogenizaciju taloga i ravnomerniju
distribuciju bakterija u rastvoru.
Pozitivna prediktivna vrednost predstavlja odnos broja
uzoraka koji su bili pozitivni i na kulturi i u PCR analizi i
uzoraka pozitivnih primenom PCR, izraženo u procentima. U
našem ispitivanju ova vrednost bila je 100% i za respiratorne
i za nerespiratorne uzorke. Ona je pokazatelj lekarima klini-
čarima u kojoj meri se mogu osloniti na pozitivne PCR re-
zultate i da li mogu na osnovu njih započeti antituberkuloznu
terapiju.
Negativna prediktivna vrednost je odnos broja uzoraka
koji su bili negativni i na kulturi i u PCR analizi i negativnih
uzoraka primenom PCR. Za obe vrste uzoraka bila je podje-
dnaka i iznosila je 96,8% za respiratorne i 98% za nerespi-
ratorne uzorke. Fegou i sar. 
19 u svom radu, u kojem su anali-
zirali ukupno 3 414 uzoraka, izračunali su PPV, posebno za
Z-N pozitivne uzorke, i ona je bila 95,7% a za Z-N negativ-
ne, 66,4%. NPV iznosila je 53,6% kod Z-N pozitivnih i
96,8% kod Z-N negativnih uzoraka. Lim i sar. 
20 analizirali
su u kojoj meri lekari ispravno postupaju kada odluku o ot-
počinjanju antituberkulozne terapije donose na osnovu PPV i
NPV komercijalnog PCR testa, na osnovu rezultata ARB te-
sta ili kliničkog pristupa. Iako antituberkuloznu terapiju naj-
češće počinju na osnovu pozitivnog ARB rezultata, najtač-
niju dijagnozu (> 95%) dobili su kada su kombinovali rezul-
tate testa amplifikacije sa kliničkim podacima. Guerra i sar.
17 navode da lekari započinju terapiju kod polovine ARB po-
zitivnih bolesnika čiji su im negativni PCR rezultati u tom
momentu dostupni. Nijedan od ovih bolesnika nije imao ko-
načnu dijagnozu tuberkuloze. Autori navode da u situaciji
kada je NPV testa amplifikacije kod ARB pozitivnih uzoraka
vrlo visoka, ali ipak nije 100%, potencijalni rizik po bolesni-
ka od pogrešne terapije mora da se odvaže sa potencijalnim
posledicama kašnjenja terapije.
Zaključak
Rezultati ovog rada pokazuju da CA-PCR test prime-
njen za dijagnostiku TB u našoj laboratoriji ima visoku oset-
ljivost, naročito kod respiratornih uzoraka, kao i visoku spe-
cifičnost, PPV i NPV i kod respiratornih i nerespiratornihVolumen 66, Broj 12 VOJNOSANITETSKI PREGLED Strana 997
Lepšanović Z, et al. Vojnosanit Pregl 2009; 66(12): 992–997.
uzoraka, što omogučava lekarima kliničarima da se oslone na
rezultate testa pri odluci o otpočinjanju terapije. To se pre
svega odnosi na grupu ARB pozitivnih uzoraka, u kojoj su se
PCR rezultati potpuno poklapali sa definitivnom dijagnozom
tuberkuloze. Problem u PCR dijagnostici predstavljali su
uzorci sa malim brojem mikobakterija, kojih je više bilo kod
nerespiratornih uzoraka. Veliki broj analiziranih nerespira-
tornih uzoraka u odnosu na respiratorne i mali procenat po-
zitivnih uzoraka ukazuje na potrebu za boljom selekcijom
nerespiratornih uzoraka za PCR analizu.
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